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摘要 
目的：每年都有数以万计的人等待着心脏的移植，心脏移植也是心脏梗死后
的最后救治的手段，但心脏供体严重短缺，导致很多心脏疾病的病人因缺乏供体
心脏而死亡，因此组织工程心脏成为解决供体心脏短缺的重要手段。 
方法：该研究分为三个部分，第一部分是心脏脱细胞支架的研究，主要包括：
心脏去细胞基质的制备及免疫原性的分析。心脏通过 SDS、TritonX-100 洗涤进
行去细胞处理，得到大鼠心脏去细胞支架，然后通过染色和组化分析支架是否有
细胞残留及支架的主要成分。随后通过对同种同基因（Lewis 去细胞支架移植给
Lewis）、同种异基因（BN 去细胞支架移植给 Lewis）、异种（仓鼠去细胞支架移
植给 Lewis）支架移植 7 天后，对移植物和受体免疫状态进行分析，从而评价心
脏去细胞支架的免疫原性。第二部分是种子细胞的研究，主要包括：间充质干细
胞向心肌细胞的分化、心管细胞及内皮细胞的鉴定分析。主要采用免疫细胞染色
法、膜片钳方法和流式方法进行鉴定。第三部分为组织工程心脏的构建及其功能
的检测，主要包括：通过免疫组化和 HE 染色等方法对组织工程心脏接种细胞情
况进行分析，通过心电图对组织工程心脏功能进行检测分析。 
结果：SDS、TritonX-100 洗涤方法获得的心脏去细胞支架，经染色分析，
支架无细胞成分残留，并保持支架结构的完整；通过对心脏支架移植后移植物切
片分析、受体动物的 IL-2、IL-10、TGF-β和 IFN-γ的分析发现不同种属的脱细
胞支架的免疫原性大大降低；分离培养大鼠间充质干细胞，通过流式检测和多向
分化性对其进行鉴定。MSC 表面高表达 CD29、CD90，低表达 CD45、CD34、
CD44、CD11b，且具有多向分化性。通过对间充质干细胞诱导后细胞免疫细胞
染色分析，发现间充质干细胞可以通过接触性诱导、非接触性诱导、心肌完全培
养基诱导及阿扎胞苷诱导成为心肌细胞。心管细胞具有正常心肌细胞的标记，可
以增殖，且具有心肌细胞典型的动作电位。通过对组织工程心脏 HE 染色分析及
免疫组化分析发现细胞可以在去细胞支架上生长增殖，且可以检测到组织工程心
脏心室的电传导。 
结论：SDS、TritonX-100 去细胞方法得到的心脏去细胞支架，可以作为构
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建组织工程心脏的材料。用该去细胞支架为材料，干细胞作为种子细胞构建的组
织工程心脏，具有电传导能力和收缩能力，是组织工程心脏构建的重要方法。 
展望：随着科技的进步和技术的融合，组织工程心脏也将会越来越接近于正
常心脏的功能，有望代替正常心脏用于心脏移植。现从以下几个方面进行展望：
1）种子细胞的改良。干细胞和生物技术的融合，进一步获取更适合构建组织工
程心脏的种子细胞。基因的敲除、过表达、稳定细胞株的筛选已经成为生物常规
技术，这些技术的发展，可以给我们提供改良干细胞的很大的空间。本研究用了
最基本的种子细胞，缺少心脏电传导相关的细胞，导致心脏电传导不良。可以通
过构建 HCN4 过表达株的细胞，完成起搏器细胞的制备，从而提高组织工程心
脏的电传导功能。2）心脏是由多种细胞有机结合组成的一个具有功能的器官。
对心脏发育和心脏构成细胞的自组装过程的不断了解和认识，会为心脏的体外培
养提供更多的新思路和新想法。3）组织工程心脏体外培养设备的进一步完善将
大大提高组织工程心脏的效率。组织工程心脏要解决和面临很多问题，比如：污
染问题、恒温环境、气体供应和培养基循环供应问题等，然而并没有一套合适的
设备用于组织工程器官的培养。合适的器官培养设备也是组织工程研究的方向。
4）组织工程器官的体内培养发育。由于体外培养还不能完全模拟体内心脏发育
和机体的各种激素水平，所以器官最好的培养场所仍是机体自身。将接种上干细
胞的组织工程心脏移植到体内进行培养，检测心脏发育的各个指标也是组织工程
心脏后期将要研究的方向之一。 
关键词：间充质干细胞；心管细胞；组织工程心脏
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 Abstract  
OBJECTIVE:Tens of thousands of people are living with heart failureand 
waiting for a heart transplant every year. Heart transplantation remains the definitive 
treatment for end-stage heart failure, but the supply of donor organs is limited. A 
bioartificial heart is a theoretical alternative to donor heart for transplantation  
METHODS:The research is covering three parts.The first part is the research of 
the heart decellularization scaffold and itsimmunogenicity. We perfuse the heart with 
SDS and triton-100, and got hear acellular matrix. To determine the level of 
immunological rejection, we detect IL-2, IL-10, TGF-β and IFN-γexpression in graft 
and recipient rats. The second part is about seed cells.To clarify whether physical 
contact or soluble chemicalfactors are dominant in the differentiation of MSCs, we 
used a semi-diffuse membrane culture system which only permits chemical factors to 
diffuse We also use azacytidine and medium (for cardiomyocytes culture) to induce 
MSC. We found that there was expression of desmin and cTnT on GFP labeled MSCs 
in different inducing methods. We obtain heart tube cell from the 11.5-day pregnant 
rat embryo. Immunocyte staining was employed to determine protein expression and 
transcription of hearttube cells. The third part is the construction of tissue engineering 
heart and detectionof its function.Immunocytochemistry and HE staining were used to 
analyze the cell station of engineering heart.The function of tissue engineering is 
detected by electrocardiogram. 
RESULTS:Antegrade coronary SDS perfusion yielded a fully decellularized 
construct. Histological evaluation revealed no remaining nuclei.IL-2, IL-10, TGF-β 
and IFN-γ in the recipient animals showed that the immunogenicity of the 
decellularized scaffolds of different species was greatly reduced. For the seed cells，
we isolate MSCsfrom rat. There is no clearly defined antigenic phenotype forMSCs. 
Some studies identified MSCs to express CD90 (Thy-1), CD29, At the same time, 
typical hematopoietic antigens such as CD45, CD34, CD44, CD11b haven’t been 
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identified on MSCs. Our results were similar to known agreement. It’s meant that 
those MSCs we isolated are a crowd of undifferentiated stem cells that are different 
from hematopoietic stem cells. Meanwhile, MSCs keep multi-differentiation potential. 
Our data suggested that cell-to-cell directcontact, no-direct contact and molecular 
chemistrycan induce MSC differentiate into myocardial cells. The heart tube cells can 
proliferate and have typical action potentials of cardiomyocytes. It maybe suits for 
tissue engineering heart construction. Finally, the tissue engineering heart formed 
contractile myocardium that performed stroke work. 
CONCLUSIONS:Chronic coronary perfusion, pulsatile left ventricular load and 
synchronized left ventricular stimulation led to the formation of contractile 
myocardium that performed stroke work. 
PROSPECT: Tissue engineering promises to provide many new therapeutic 
options for individuals withCardiovascular disease. Future research endeavors should 
be aimed at designing more advanced 3D culturing systems (i.e. 
bioreactors) ,ameliorating stem celland biomimetic materials, establishing means to 
functionally integrate tissue-engineered constructs with host tissue, determining ways 
to increase vascularization in engineered constructs and defining the best cell sources 
and appropriate methods for guiding cell growth and differentiation. Culturing organ 
in vivo is another important aspect which we need to fous on.It maybe give us another 
vision to regenerate tissue engineering heart. 
Key words: mesenchymal stem cells; heart tube cells; tissue engineering
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第一部分前言 
1 
第一部分前言 
1 组织工程器官的研究进展 
组织工程是一门以细胞学和材料学相结合，进行体外或体内构建组织或器官
的新兴学科。随着科学技术突飞猛进的发展，医学界关于人造器官的研究已初有
成效，越来越多的人造器官出现在我们的视野里，如：组织工程皮肤[1]、组织工
程血管[2]、组织工程声带[3]、组织工程心脏[4]、组织工程肾脏[5]、组织工程肝脏[6]、
组织工程视网膜[7]、组织工程膀胱[8]等。耶鲁大学的科学家们已经使用动物细胞
制备出了鼠的肺部组织，可以被植入啮齿动物体内，并在一定时间内发挥功效[9]。
研究者用材料做成不同形状的器官形状，同时对材料进行改良，有利于细胞的黏
附和增殖，从而制造出不同的器官[10]。随着干细胞研究的推进和材料的发展，组
织工程已成为再生医学领域的研究热点。组织工程以组织工程支架为基础，将种
子细胞种植于支架上形成具有的功能的组织器官。组织工程器官按照研究内容可
分为：种子细胞、生物材料、构建组织和器官的方法和技术。组织工程器官按照
构建组织的材料组分进行分类可分为机械性人造器官、半机械性半生物性人造器
官和生物性人造器官三大类别。组织工程需具备三个必不可少的要素：第一，具
有生物兼容性良好的支架材料；第二,具有合适接种的种子细胞；第三，种子细
胞在支架上的增殖、分化及诱导，最终分化为具有功能的细胞。组织工程心脏的
最终目标是能够在体外生产出可以代替正常心脏的功能性心脏组织。2008 年
H.ott 用大鼠原代心肌细胞接种心脏脱细胞支架得到可以收缩的心脏，但是该心
脏收缩频率和正常心脏有所不同[11]。2013 年 nature communications 上发表一篇
文章，用人的 iPSC 诱导为心肌细胞作为种子细胞，鼠的脱细胞支架作为材料，
构建组织工程心脏，得到具有收缩功能的心脏[12]。近年来，人们也未放松过对
组织工程心脏及种子细胞的研究。2011 年 S.Stubbs 利用干细胞修复心脏[13]，同
时，iPSC 也用于心肌梗死的治疗[14]。另外，人们对去细胞支架材料也进行了系
列研究，分析了去细胞支架的主要成分，主要包括胶原蛋白、层粘连蛋白及纤维
蛋白等[15]，并评估去细胞支架作为 3 维支架的可行性[16]。去细胞支架通过接种
心肌成纤维细胞也可以得到 3D 心脏[17]，但不具有收缩功能。组织工程心脏可以
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通过电击和药物刺激恢复心脏的电生理，制备具有波动功能的心脏[18]。J.Guyette
等用人的 IPSC 作为种子细胞接种到器官捐赠者的心脏去细胞支架构建组织工程
心脏[19]。A.Weymann 等人用猪的去细胞支架接种人的细胞制备组织工程心脏[20]。
虽然组织工程心脏的功能与正常心脏的功能还相差很多，但随着生物技术的不断
发展，使得组织工程心脏的功能和正常心脏的功能越来越相近，最终可以应用于
人的心脏移植。心脏发育调控研究的开展，逐步揭示了与心脏功能联系紧密的一
些基因，如 Seme3a 基因与心脏交感神经的重组重建及心脏电生理重构紧密相关
[21][22]’；FSTL1 与心脏的修复关系密切[23]’[24]。另外，心脏窦房结细胞的体外诱导
分化也为组织工程心脏的研究奠定了基础[25]，起搏器细胞都具有超级化激活环
核苷酸门控通路（HCN）基因，该基因与起搏器细胞的功能关系密切，该基因
的突变可导致起搏器的失活，造成心律不齐等症状。随着 3D 生物打印技术的发
展，不久的将来能够打印出具有结构功能的心脏，但目前为止还没有打印出可用
于移植的心脏。 
2 组织工程种子干细胞 
干细胞是一种未充分分化，尚不成熟，具有自我复制能力的多潜能细胞，在
一定条件下可以分化成多种功能细胞，且具有再生各种组织器官的潜在功能。干
细胞是机体的起源细胞，也是维持机体正常新陈代谢的重要细胞，它主要存在于
早期胚胎、胎盘及其附属物、骨髓、外周血和人体内各组织、器官。根据干细胞
分化潜能可分为：全能干细胞、多能干细胞和单能干细胞。全能干细胞是指具有
无限分化潜能，能分化成所有组织和器官的干细胞，即具有形成完整个体分化的
潜能。如胚胎干细胞、诱导多能干细胞；多能干细胞是指具有分化出多种细胞组
织的潜能，但失去了发育成完整个体的能力，如间充质干细胞、胎盘干细胞等；
单能干细胞指只能向一种类型或密切相关的两种类型的细胞分化，如胰岛干细
胞、神经干细胞等。根据干细胞所处的发育阶段分为胚胎干细胞和成体干细胞。
在胚胎发育过程中，取自于胚胎原肠胚期之前的细胞为胚胎干细胞，具有发育成
个体的任何一种细胞的能力；取自于原肠胚期之后的某些器官的细胞，具有发育
成该器官或组织的细胞为成体干细胞。胚胎干细胞取自囊胚里的内细胞团；而成
体干细胞则来自各式各样的组织。在成体组织里，干细胞与先驱细胞担任身体的
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修复系统，补充成体组织。在胚胎发展阶段，干细胞能分化为任何特化细胞，但
仍会维持新生组织的正常功能。干细胞技术，又称为再生医疗技术，是指通过对
于干细胞进行分离、体外培养、定向诱导、甚至基因修饰等过程，在体外繁育出
全新的、正常的甚至更年轻的细胞、组织或器官，并最终通过细胞组织或器官的
移植实现对临床疾病的治疗。目前干细胞参与了几乎所有器官组织的治疗，包括
神经系统疾病，如脑、神经元、成神经细胞瘤、中风帕金森综合症等的治疗[26]；
新陈代谢紊乱疾病[27]，如台萨氏病；血液病及癌症，如白血病，淋巴瘤等疾病[28]。
干细胞用于临床治疗具有一些显而易见的优势：1）应用范围广泛，干细胞具有
全能分化性，能够制造机体的全部细胞，并且能够无限分化，可广泛应用于临床，
治疗多种疾病。2）免疫排斥作用低。来源于患者自身的干细胞用于自身疾病的
治疗，可以有效降低细胞输入带来的免疫排斥作用。干细胞技术可用于疾病的治
疗、嵌合体动物的制备、动物品种的改良、实验动物模型的构建、组织器官的构
建等。 
作为组织工程器官的种子细胞要符合以下条件：1）具有增殖分裂能力和自
我更新能力，能够连续稳定传代，传代培养后其形态、功能和遗传物质未发生改
变；2）种子细胞来源广泛，易于获取 3）种子细胞可被诱导，并能分化为具有
功能的组织细胞；4）组织相容性好，免疫排斥反应低；5）可以接种到支架材料，
并可移植到体内。作为生命之源的干细胞是组织工程器官的种子细胞的优秀候选
者，主要因为干细胞具有以下特征：1）具有自我更新能力。干细胞可通过对称
和非对称有丝分裂产生两种不同命运的细胞，一种细胞继续保持干细胞的功能，
另一种则为具有特定功能的细胞。分裂后的子代干细胞与母细胞一样保持着相同
的干细胞生物特征，并且可以不断的分裂下去。干细胞在体内的这种分裂方式对
维持机体器官的稳定性起了非常重要的作用。2）具有多向分化性。全能干细胞
可以分化为各谱系的细胞和特定组织干细胞，在特定环境中可以形成完整的个
体。3）具有高度增殖能力和相对静止期。干细胞在体内可以连续分化增殖数代，
也可以在较长时间内处于静止状态。当机体器官受损时干细胞可以修复受损的组
织，处于相对活跃的状态，可以连续增殖数代。4）干细胞的分化需要特定的微
环境。在与不同的细胞接触或不同激素、试剂的作用下，干细胞向着不同的方向
进行分化。间充质干细胞是干细胞家族的重要成员之一，来源于发育早期的中胚
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层和外胚层，具有高度自我增殖和多向分化潜能、低免疫原性、来源丰富、损伤
趋化作用及归巢能力、免疫调节和组织修复功能[29]。另外，间充质干细胞常常
与血管同行，伴随毛细血管存在[30]。间充质干细胞可以沿着胶原纤维等胞外基
质四处爬行[30]，这也是它做为去细胞支架种子细胞的重要原因之一。 
3 组织工程材料 
用于组织工程的材料药具备以下特征：1）具有良好的生物相容性。生物材
料最终应用于人体内，具有免疫反应的组织工程材料会受到受体的免疫排斥，造
成移植失败，给受体带来巨大痛苦。良好的生物相容性是组织工程材料必须考虑
的因素之一。2）具有合适的表面结构。良好的生物材料具有很好地细胞亲和性，
细胞需要识别材料表面的位点才能定置于材料表面。种子细胞定置于支架材料后
才能进一步进行增殖、分化，形成器官。材料表面要光滑，具有抗凝血作用，可
以保证组织器官的长时间存活。另外，材料需要具有合适的孔径大小，可以增大
细胞贴附面积，可供细胞进行物质交换及废物的排出。3）具有一定的力学强度
和柔韧性。具有一定的力学强度可以使材料在细胞培养接种过程中保持完整地形
态结构；具有良好的柔韧度能使材料和机体有机的贴合在一起。目前在组织工程
中作为细胞支架的生物材料主要是一些天然高分子、天然无机物和合成高分子材
料。天然高分子材料及无机物主要是一些无毒、亲水性好、生物相容性好及细胞
亲和性好的材料，如：海藻酸盐[31]、胶原蛋白[32]、明胶[33]、水凝胶[34]、琼脂[35]
等。高分子化合物主要是一些经人工修饰合成的化合材料，如：纳米材料[36]，[37]，
[38]、合金材料[39]、有机合成材料[40]在疾病治疗和组织修复中广泛应用。纳米材
料的优异性能在组织工程领域展现出诱人的前景。去细胞支架是最常用的生物材
料。它具很强的生物相容性，高细胞亲和性，适合细胞的增殖分化，并且具有合
适的柔韧性，是组织工程最合适的材料[41]。 
4 器官培养和再生 
器官再生是指通过器官移植和人工器官或者手术使功能障碍的器官发挥功
能。由于用于移植的器官严重短缺，人造器官成为器官再生研究的重点，器官的
体外培养成为研究的重中之重。在 18 世纪人们就开始了对器官培养的研究，
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